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Vektor-System 2ur spezifischen in viv Genexpression in Herzmuskelzellen 

Anmeldcr: Dr. Wolfgang-M. Franz 

Erfinder: Dr. Wolfgang-M. Franz, Thomas Rothmann, Prof. Dr. Hugo A. Katus 



Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Vektor-System, welches in vivo eine spezifischc Genexpression in 
Herzmuskelzellen ermSglicht. 

Das erfindungsgem&Be Vektor-System ist Bestandteil eines viralen oder nicht-virelen 
Genshuttles, in dem ein beliebiges Gen bzw. ein beliebiger funktioneUer DNA-Abschnitt ; 
gekoppelt an die regulatorische DNA-Sequenz der kardialen Myosin Leichtkette (MLC) -i 
einkloniert ist. I 

v n wend ungsbei spiel e sind die Medizin, die Oentechnik and die pharmazeutische Industrie. 

dieses Vcktorsystern verfligt iiber die Eigenschaft zur spezifischen Genexpression ixn 
Herzmuskelffcwebe bevorzugt im Ventxikel in vivo, so daB ein beliebiges Gen, gekoppelt in 
die regulatorische DNA-Sequenz von Myosin Leichtkette (MLC) -2, mit unterschiedlicher 
Zielsetzung spezifisch exprimiert werden k&nn. ! 



Patentanspriiche 

1. Vek tor- System zur spezifischen in vivo Genexpression in Herzmuskelzellen, bevorzugt im 
Ventrikel, dadurch gekennzeichnet, daB 

es Bestandteil eines viralen oder nicht-viralen Genshutdes ist, in dem ein beliebiges Gen bzw. 
ein beliebiger funktioneUer DNA-Abschnitt gekoppelt an die regulatorische DNA-Sequenz 
von MLC-2 einkloniert ist 



2. Vektor-System nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB +c 
das beliebige Gen bzw. der beliebige funktionelle DNA-Abschnitt eine Intron- und PBy 
Sequenz enthait. 

Vektor-System nach Anspruch 1 und 2, 

durch gekennzeichnet, daB 
* eile oder Varianten der rcgulatorischen MLC-2 Sequenz der Ratte oder einer anderen 
Spczies, bevorzugt des Menschen oder eines Saugetieres p eingeseut werden. 

4. Vektor-System nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

ein virales Genshutde-System eingesetzt winL 

5. Vektor-System nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

ein replikationsdefizientes adenovirales Genshuttlesystem eingesetzt wird. 

6. Vektor-System nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

ein Adeno-assoziiertes Genshutde-System eingesetzt wird. 
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7. Vektor-System nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dak ^ 
ein nicht-viraies Genshutdesystem eingesetz wird, 

8. Vektor-System nach Anspruch 1 bis 3, j 
dadurch gekennzeichnet, daS ! 
ein Genshuttle auf der Basis einet Lipofektion eingesetzt wind. 

9. Verwendung des Vektor-Systems nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

es als Bestandteil eines viralen bzw. nicht-viralen Genshutdes die gezielte Expression einej 
thcrapeutischen DNA steuen, welche bei einer zu behandelnden Krankheit qualitativ oder 
quantitativ verandert werden soil. 



)0&* Vcrwendung des Vektor-Systerns nach Anspruch 1 bis 3 zur Gentherapie, wobei das 
, * Vektor-System konfcktioniert und liber die Blutbahn, vorzugsweise tiber ein modifiziertes : 
theterverfahren in das arterielle oder ven6se Koronarsystem appliziert wird. 




r 
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Herzmuskel-spezifische Genexpression durch replikatlonsdefiziente 
rekombinante Adenoviren 

Abstrakt 

Rekombinante Adenoviren sind vielversprechende „Shuttle"-Vektoren ftir elne zukUnfliee 
Gentherapie von Herzmuskelerkrankungen. Ihrc Ffthigkeit verschiedene Zelltypen zu 
lnfizieren, kann jedoch zur Expression von vermeintlich therapeutischen Genen auflerhalb 
des Herzmuskels und damit zu unerwttnschten Risiken fiihren. Um die Genexpression auf 
Kardiomyozyten zu beschranken, wurde ein rekombinantes Adenovirus (Ad-mlcLuc) 
konstruiert, in dem der Herzmuskel-spezifische ..myosin light cbain"-2v (mlc-2v Promotor 
der Ratte die Transkription cines Luciferase-Rep emergens rcguliert. AIs Kontrollen wurden 
die entsprechenden adenoviralen Konstrukte ohne Promotor (Ad-Luc) und mit dem ..Rous 

r x -5arkoma Virus" (RSV) (rsv) Promotor (Ad-rsvLuc) erstellt. Unsere Daten zeigen, dafl der 
ue virale Vektor Ad-mlcLuc in vitro spezifisch in prim&ren Rattenkardiomyozyten. nicht 
och in drei etablienen Zellinien (HeLa, H9o2 und A10) aktiv war. Durch die Injektion der 
_^kombinanten Adenoviren in die Herzkammer von neonatalen Ratten wurde die 
Herzmuskel-spezifische Genexpression von Ad-mlcLuc in vivo bewiesen. obwbhl 
unterschiedliche Mengen adenoviraler DNA durch PCR-Analysen in alien untersuchten 
Geweben der infizierten Tiere nachweisbar waren. In vitro und in vivo war der mlc-2v 
Promotor spezifisch in Herzmuskelzellen aktiv, und erreichte dort 8-9 % der v 
Luciferaseaktivitat des rsv-Promotors. Die direkte Injekdon von Ad-mlcLuc in den 
Obcrschenkelmuskel neonataler Ratten ergab nur eine Hintergrundsakdvitfit fttr Luciferase 
von etwa 0.05 % im Vergleich zu Ad-rsvLuc. Im adenoviralen ..Shuttle"- Vektor-System 
ermOgiicht der mlc-2v Promotor die Herzmuskel-spezifische Genexpression eln.es Fremdeens 
und ist daher ein nfltzliches Vehikel fiir einen gerichteten Gentransfer in das Herz. ; 

SchJOsselworter: Adenovirus, Herzmuskel. Myosin Leichtkette-2v Promotor, Genexpression 



f 



EinJeitung 

Der neu etablierte adenovirals Vektor Ad-mlcLuc ist in vitro spezifisch in Herzmuskelzellen 
— qnataler Ratten aktiv. Dartlberhinaus fiihrt der ..myosin light chain-2v" (mlc-2v) Promotor 
wo zu einer spezifischen Luciferase-Expression im Herzen. In 11 anderen untersuchten 
>eben anterkostalmuskel. Thymus, Lunge, Diaphragma, Bauchmuskel, Leber. Magen. 
- uiUz, Niere, Gehirn und Quadriceps femoris) kam es durch den mlc-2v Promotor zu keiner 
Luciferase-Expression , obwohl in diesen Geweben mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 
und Southernblot adenovirale DNA nachgewiesen werden konnte. Die direkte Injektion von 
Ad-mlcLuc in den Oberschenkelmuskel neonataler Ratten bestatigte, dafl der mlc-2v 
Promotor nicht im Skelettmuskel, sondern nur im Herzmuskel aktiv ist. Adenovirale 
Yektoren, bei denen ein Fremdgen unter Kontrolle des mlc-2v Promotors stent, stellen somit 
ein ntttzhch.es Vehikel fiir einen gerichteten Gentransfer in das Herz dar. 

Ergebnisse 

Konstruktlon der rekomblnanten Adenoviren 

Zur BestHtigung der Spezifitite des rolc-2v Promotors wurden drei verschiedene rekombinante 
aSS"^^ hCTgestelft (siehe Abbildung l a-c). Die Konstrukdon der replikationidefizienien 
Adenoviren erfoigt* durch homologe Rekornbination der klonierten Plasmide pAd-mlcLuc. 
pAd-rsvLuo und pAd-Luc mit dem zuvor isolierten groBen dal Fragment der del324- 
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rtt^2° V ^ S 5 ^ Nach Ko^sfektion in 293-Zellen wurden virale Plaques auf die 
korrekte Integraoon des Transgens untersucht und klonal auf 293-Zellcn vtSmehn Die 
rekombinanten Adenoviren tragen das Luciferasereportergen in T ^Richtui? vSn' de? 

mlcLuc steuert der Heremuskel-spezifische ,.myosin-light-chftin'*-2v (mlc-2v) Pronator in 
Ad-rsvLuc der Rous Sarcoma Virus" (rsv) Promotor die Expression des LuciferSe^S 
Adenovirus Ad-Luc wurde das Luciferasegen ohne vorgVschalteten PromowTSi das" 
adenovlraleGwomimegriertunddientesoalsNegativkontroUe. Tomotor in das 

Sf„ r ff S i i0n 5^ l?** 3 ^ 3 in den etablierten Zellinien HeLa, H9c2 und A 10 sowie in 
neonauien Kardiomyozyten der Ratte nach Infektion mlt rekombinanten Adenoviren 

Die LuciferaseaktivitSt wurde in HeLa- (humanes Zervixkarzinom). H9c2- (Ratte. 
-Heramyoblast). A10- (Ratte Aorta) ZeUen und in neonatalen Kardiomyozyten der Ratte nach 

«>ktion mit den rekombinanten Adenoviren Ad-Luc. Ad-rsvLuc und Ad-mlcLuc bestimmt 
^tofektion erfolgte unter 5tandardbcdingungen mit einer ..multiplicity of infection" 
■x-lOJ.) von 10. Achrundvierzig Stunden nach der Infektion wurde die Luoiferaseaktivitat in 

?f.KiSi t n -7- i v U - mm « , r V£ na , talcn ^^aktadLomyoxytcn wurde im Vergleich zu den 
etablierten Zelhmen HeLa H9o2 und A10 die hochste LuciferaseaktivitSt nacif Injektion von 
Ad-Luc gemessen. In Lysaten Ad-rsvLuc (Positivkontrolle) infizierter neonataler 
jardiomyozyten wurde insge&amt die hochste Luciferaseaktivitttt, (in ..Relative Ught Units" % 

v^J£2J&f r S KUk i s Sr f H ndei VT^ 0 -. bei S1 l ch ^ E^nisse far die verschiedenen TZelUnien 
kaum unterschieden. In HeLa-, H9c2- und AlO-Zefien war die Luoiferaseaktivitat vonAd 
mlcLuc vergleichbar mit der der Negativkontolle Ad-Luc; Dahingegen i war sie £ n»n2alen 
S^S^' 3 V^ r Ad-nllcLuc um den Faktor 21 hXefXdfc fur A^Hhd 

erreichte hier 8 % der durch Ad-rsvLuc induzienen Ludferaseaktivitat 

nSiX^SJft J rans 8«n s I nac h Injektion von rekombinanten Adenoviren in die 
xierzkammer von neonatalen Ratten 



Um die 

untersuchen 



^5f ramus i? 1 * SI ? e2if3 .! ch S A Ak ^ VItat rekombinanten Adenovirus Ad-mlcLuc zu 
^ir^K ?hen ' W A U 5 den ^ cwc i! s 20 . ^. (sc 2 x 10 .-Plaque forming units" (p.f.u.)) der 
rekombinanten Adenoviren direkt in die Herzkammer nVonataler Ratteli injizierL In gieichcr 
f T^ d « n £ U S h ■}* ?°d tivtontxoUe Ad-rsvLuc und als Negativkontrolle AdSuc injSer? 
Z^/ lflci l d ^ c 1 } a3ck ^ n die Luciferaseakdvitat in 12 verschiedenen Geweben 

^ostalmuskcl, Hera, Thymus. Lunge, Diaphragma. Bauchmu&kel, Ub^Masen m£Z 

R^W^^^t^^VJ 0 ^ Die ermittelte Lu^^wakdviS? £ 

5^™,! vSf ^^S? in Al **fe* 2 2usammengefaflt. Adenovirus Ad-mlcLuc. der den 
Herzmuskel-spezifischen mlc-2v Promotor trtgt, zeigte eine Luciferaseaktivitat. die auf dS 

SSS^hJSf^^ ^SH*"* ^e Inlektion der PoritivtoSSlie Ad-rSvLu? 
f?Sftji2.JS? h S?. V uc i feraseft ^y ltat im Interkostalmuskel, im Herzen und eine «£ke 
hSEteZZ* #~^?L?> Unge ' Th ¥ m 2i und PbfhngmM. (Abbildung 2b). Im AdSSf 
inuzierten Tier wurde erne gennge Luciferaseaktivitat im foterkostalmuskel, Her*. Thvmul 

^i^^^L*^*^**^** 2o K Im Her ~ n war die Ad-mlcLuc^nd«ffrte 

»&i-t^ V ~ - Ad-rsvLuo^SShTO 

^ l Jt^ nciluns inR "? ntT Herzmuskelzellcn nach Injektion von Adenovir n in die 
Sw^^ r nc 5 nataler **«wi wurde in Vorexperimenten durch di totektio? dak 
A^SSSSfS^hSSS^S 1 ™*t*ich ubVrpriift Da. rekombinante Adenovirus 

f.«SJi g vi^??V n, ? t J li0 A-Oalaktosidase als Reporterg n untcr Konuxjlte deT Rous 
Sarcoma Virus* (rsv) Promotors. Fttnf Tage nach der Infektio^ dte ^^Sektion d^s 
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Mutante des Adenovirus 5. Nach Kotransfektion in 293-Zellen wuiden viralc Plaques auf die 
korrekte Integration des Transgens untersucht und klonal auf 293-Zellen vermehrt. Die 
rekombinanten Adenoviren tragen das Luciferasereportergen in 3*-Richtung von der 
Veipackungssequenz in der ehemaligen El-Region. Im rekominanten Adenovirus Ad- 
mlcLuc steuert det Herzmu&kel-spezifi&che >,myosin-light-chaur-2v (mlc-2v) Promo tor, in 
Ad-rsvLuc der M Rous Sarcoma Virus" (rsv) Promotor die Expression des Luciferasegens. Im 
Adenovirus Ad-Luc wurde das Luciferascgen ohne vorgeschalteten Promotor in das 
adenovirale Genom integriert und diente so als Negarivkontrolle. 

Expression des Transgens in den etablierten Zellinien HeLa, H9c2 und A 10 sowie in 
neonatalen Kardiomyozyten der Ratte nach Infektion mlt rekombinanten Adenoviren 

Die Luciferascaktivitat wurde in HeLa- (humanes Zervixkarzinom), H9c2- (Ratte, 
... Herzmyoblast), A10- (Ratte Aorta) Zellen und in neonatalen Kardiomyozyten der Ratte nach 
'cktion mit den rekombinanten Adenoviren Ad-Luc, Ad-rsvLuc und Ad-mlcLuc bestimmt. 
; Infektion erfolgte unter Standardbedingungen mit einer multiplicity of infection" 
von 10. Achtundvierzig Stunden nach der Infektion wurde die Luoiferaseaktivitat in 
den Zellen bestimmt. In neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde im Verglcich zu den 
etablierten Zellinien HeLa, H9c2 und A10 die hfcchste LuciferaseaktivitSt nach Iiyektlon von 
Ad-Luc gcmessen. In Lysaten Ad-rsvLuc (Positivkontrolle) infizierter neonataler 
Kardiomyozyten wurde insgesamt die hSchste Luciferaseakdvitttt, (in , .Relative Light Units' ' 
(RLU) pro jig Protein) gefunden, wobei sich die Ergebnisse fUr die verschiedencn Zellinien x 
kaum unterschieden. In HeLa-, H9c2- und AlO-Zefien war die Luoiferaseaktivitat von Ad- 
mlcLuc vergleichbar mit der der Negativkontolle Ad-Luc; Dahingegen war sic in neonatalen 
Kardiomyozyten der Ratte far Ad-mlcLuc urn den Faktor 21 hdher als die flir Ad-Luc und 
erreichte hier 8 % der durch Ad-rsvLuc induzierten Luciferascaktivitat. 

Expression des Transgens nach Injektion von rekombinanten Adenoviren in die 
Herzkammer von neonatalen Ratten 

Um die Herzmuskel-spezifische Aktivitat des rekombinanten Adenovirus Ad-mlcLuc zu 
untersuchen, wurden jeweils 20 Hi (- 2 x 10* „plaque forming units" (p.f.u,)) der 
rekombinanten Adenoviren direkt in die Herzkammer neonataler Ratten injiziert* In gleichcr 
^-ise wurden auch als Positivkontrolle Ad-rsvLuc und als Negativkontrolle Ad-Luc injmert. 
f Tage nach der Injektion wurde die Luciferascaktivitat in 12 verschiedenen Geweben 
^rkostalmuskcl, Here, Thymus, Lunge, Diaphragma, Bauchmuskel, Leber, Magen, Milz, 
m re, Gehirn und Quadriceps femoris) bestimmt. Die ermittelte Luciferaseakeivit&t in 
RLU/mg Gewebe wird in Abbildung 2 zusammengefaflt Adenovirus Ad-mlcLuc der den 
Herzmuskel-spezifischen mlc-2v Promotor trtgt, zeigte eine LuciferaseaktivitSt, die auf den 
Herzmuskel beschrSnkt blieb (Abbildung 2a). Die Injektion der Positivkontrolle Ad-rsvLuc 
zeigte die hSchste Luciferaseaktivitfit im Interkostalmuskel, im Herzen und eine Starke 
Luciferaseaktivitat in Lunge, Thymus und Diaphragma (Abbildung 2b). Im Ad-Lub 
muzierten Tier wurde eine geringe Luciferaseaktivitat im Interkostalmuskel, Herz, Thymus 
und Diaphragma gemessen (Abbildung 2c). Im Herzen war die Ad-mlcLuc induzierte 
Luciferaseaktivitfit 17 mal hflher als die von Ad-Luc, wMhrcnd in alien andercn Geweben die 
Luciferascaktivitat von Ad-Luc und Ad-mlcLuc vergleichbar stark war. Damit wurde gezcigt 
daB Ad-mlcLuc speziflsch im Herzen aktiv ist Im Verglcich zu Ad-rsvLuo erreichte Ad- 
mloLuc 9 % der RS V-Ptomotoraktivitat im Herzen. 

2 1 y crteA l«ng infizierter Herzmuskelzellen nach Injektion von Adenoviren in die 
Herzkammer neonataler Ratten wurde in Vorexperimenten durch die Injektion des 
rekombinanten Adenovirus Ad-rsvBgal zusfttzlich Oberprfift. Das rekombinante Adenovirus 
Aa-rsvBgal exprimiert die B-Galaktosidase als Reportergen unter KontroUe des „Rous 
Sarcoma Virus 14 (rsv) Promoters. FUnf Tage nach der Injektion erf Igtc die Sektion des 
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Tieres und die Expression der 8-Galaktosidase wurde nach Fftrbung des Transgens bestimmt. 
In den histologischen Schnitten sind infizierte Zellen durch BlaufiLrbung dea Kerns zii 
erkennen. Etwa die H&Ifte der myokardialen B*Galaktoseaktivitfft zeigte sich im Bereich der 
Emsuchstelle in die Herzkammer. Entlang des Kanals der Injektionsnadel fand sich in fast 
alien Kardiomyozyten 0-GalaktoseaktivitMt (Abbildung 3a). wohingegen im restlichen 
Myokard die Arizahl infizierter Kardiomyozyten gering war (Abbildung 3b). 

Expression des Trans gens nach Injektlon von rekominanten Adenoviren in die 
Oberschenkelmuskuletur neonataler Ratten 

Um die AktivitSt des mlc-2v Promo tors im Skelettmuskcl zu untersuchen. wurden 20 jil niit 2 
x 10 ^plaque forming units" (p.f.u.) der drei rekombinanten Adenoviren Ad-Luc f Ad- 
rsvLuc und Ad-mlcLuc in den rechten Oberschenkelmuskel Quadriceps femoris neonataler 
Ratten injiziert. Flinf Tage nach der Injektion wurdc die Luciferaseaktivitfit bestimmt, Ad- 
s o und Ad-mlcLuc zeigten verglelchbar geringe Luciferaseaktivitaten (RLU/mg Ocwebe) 
injizierten Muskel, wahrend Ad-rsvLuc sehr stark aktiv war (Tabelle 1). Die 
^lferaseaktivitat, erzielt durch Ad-mlcLuc, betrug 0.05 % von Ad-rsvLuc. Diese Daten 
zeigen. daB Ad-mlcLuc im Skelettmuskel nicht aktiv ist und bestfctigen die Herzmuskel- 
spezifische Genexpression durch den rekombinanten Adenovirus Ad-mlcLuc. 

Nachweis adenoviraler DNA in Geweben nach Injektion rekomblnanter Adnenoviren in x 
die Herzkammer 

Um das AusmaB der Infektion von Nicht-Herzgewebe nach Injektion der rekombinanten 
Adenoviren in die Herzkammer zu bestimmen, wurde die genomische I>NA aus 12 Geweben 
i»J i ^^ t ^*«^»i'^ Herz. Thymus, Lunge, Diaphragma, Bauchmuskel, Leber. Magen, 
Milz, Niere, Gehim, Quadriceps femoris) und die Pr&senz der adenoviralen DNA in diesen 
Geweben durch die Polymerasekettenreaktion (PGR) bestimmt. Es wurden die Gewebe von 
jeweils zwei mit Ad-Luc, Ad-rsvLuc und Ad-mlcLuc infizierten Tieren untersucht. In 
Vorexpenmenten wurde die Sensitivitfit des Nachweises adenoviraler DNA bestimmt, indem 
100 ng genomischer DNA von nicht infizierten Ratten mit abnehmenden Meneen 
adenoviraler DNA Addel324 (von 10 pg bis 0.1 fg) vermischt und anschlieflend minds PGR 
untersucht wurden. Hierbei zeigte sich, daB 10 fg der adenoviralen DNA Ad del 324 in 100 
y genomischer DNA nicht infizierter Tiere noch nachgewiesen werden konnten. Dies 
oricht 0.017 adenoviralen Genomen pro 2fclle (Abbildung 4a), In mit Adenovirus 
aerten Tieren wurde die virale DNA regelmftBig im Interkostalmuskel, Hera, Thymus, 
jy^Sf. 1 ^Pteagim und Leber nachgewiesen (Abbildung 4b zeigt drei representative Tiere). 
Um die Sensittvitflt des Nachweises der adenoviralen DNA zu steigern, wurden die PGR- 
Produkte auf elne Nylon-Membran uberftthrt und durch Southernblot Hybridisierung 
nachgewiesen. Dies zeigte, daB die adenoviral DNA in geringeren Mengen auch in den 
anderen Geweben nachgewiesen werden kann, mit geringen Unterschieden zwischen den 
emzelnen Tieren. In Abbildung 4c wird cin reprtfsentativer Southernblot fiir ein Ad-mlcLuc 
injmertes Tier gezeigt. 

Die beschriebenen Experimente zeigen, daS die Genexpression des rekombinanten 
Adenovirus Ad-mlcLuc auf den Herzmuskel- spezifischen mlc-2v Promotor und nicht auf 
eme lokal crhdhte Vlruskonzentration zuriickzufuhren ist. 

Diskussion 

Wir beschreiben ein n neuen adenoviralen "Shuttle"- Vektor, Ad-mlcLuc, der erstmals die 
ausschhcBliche Expression eines Transgens in Kardiomyozyten erlaubt. Dies wild durch den 
Herzmuskel- spezifischen mlc-2v Promotor erreicht, der im rekombinanten Adenovirus A4- 
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mlcLuc das Transgen exprirniert (18. 30). Die speaflsche Genexpression durch Ad-mlcLuc 
wurde in neonatalen Kardiomyozyten in vitro und im Herzmuskei in viw gezeigt 
Mit da ■ NcoSvkontroUo Ad-Luc wurde nach idendschen Injektionsbedingungen die hflchste 
t ueifftrasealtivitat ill neonatalen Kardiomyozyten bestimmt; diese war achtmal htther als m 
^^^SStSSS^mat als in HeLa Zellen und siebenmal hbher als ta t A10 Zellen. 
Diese hohere Luciferaseaktivitat in neonatalen Kardiomyozvten kCnnte durch die bessere 
Infizierbarkeit dieser Zellen durch die Adenoviren erklart werden. 
Die Iniektion der rekombinanten Adenoviren Ad-Luc. Ad-mlcLuc und Ad-rsvLuc in die 
Herzkammer der neonatalen Ratten zeigte die Herzmuskel-spezifische Genexpression von 
Ad-mlcLuc in vivo. Im Herzmuskel Ad-mlcLuc infizierter Tier© wurde eine 17-fach hflhere 
Luciferaseaktivitat bestimmt als fur die Negativkontrolle Ad-Luc. Im Vergleich zu Ad- 
rsvLuc eireichte Ad-mlcLuc 9 % der Luciferaseaktivitat im Herzmuskel. DW und die 
'ativen Luciferaseaktivitaten der Vircn in neonatalen Kardiomyozyten in vitro und un 
onatalen Herzen in vivo sehr gut vergleichbar. In den U weiteren unttjsuchten Geweben 
^interkostalmuskel, Thymus. Lunge, Diaphragma, Bauchmuskel. Leber, Magen, Malz, Niere, 
Gehirn, Quadriceps fernoris) lag die Luciferaseaktivitat nach Iniektion von Ad-mlcLuc went 
fiber der nach Iniektion der promotorlosen Kontrolle Ad-Luc. Anzumerken ist, dafl m Herz. 
Diaphragma und Interkostalmuskel nach Injektion von Ad-Luc eine geringe 
Luctferaseaktivitat nachweisbar war. Diese Basisaktivitat konnte rnSglieherweise auf einer 
kiyptischenPromotoraktivitatviralerDNA-Sequenzenberuhen. 

Im CJegensatz zu Ad-mlcLuc konnte nach Injektion von Ad-rsvLuc m Interkostalmuskel, 
Thymus, Lunge und Diaphragma eine hohe Luciferaseexpression nachgewiesen werden. Die 
Luciferaseexpression in diesen Geweben wurde auch nach intrakavxt^er Injektion eincs 
adenoviralen Vektors beobachtet, bei dem der Cytomegalovirus (CMV)-Promotor die 
Luciferaseexpression antreibt (16). 

Um ein zusatzliches Kriterium f\ir die Spenfitfit der Luciferaseexpression zu bekommen, 
wurde die PrSsenz der adenoviralen DNA in den verschiedenen Geweben durch PCR 
bestimmt. Die adenoviral DNA wurde nach intrakavitfirer Injektion der Viren im 
Interkostalmuskel, Herzen. Thymus, in der Lunge, im Diaphragma und in der Leber 
nachgewiesen. Mit Ausnahme der Leber sind dies dieselben Gewebe, in denen auch die 
luciferaseexpression nach Injektion von Ad-rsvLuc nachgewiesen wurde. Die Abwesenheit 
r Luciferaseaktivitat in der Leber, trotz des Nachweises adenoviraler DNA in diesem 
ewebe, konnte an der geringeren RSV-Promotoraktivitat in der Leber llegen. Im transgenen 
Mausmodell wurde gezeigt, dafl der RSV-Promotor in der Leber weitgehend inakriv ist (20). 
Damit korreliert die durch PCR nachweisbare adenovirale DNA sehr gut mit der 
Luciferaseaktivitat in Ad-rsvLuo injizierten Tieren. ImGegensatz zu Ad-rsvLuc blieb im Ad- 
mlcLuc injizierten Tier die Luciferaseaktivitat auf das Herz beschritnkt, obwohl die 
adenovirale DNA deutlich in anderen Geweben nachgewiesen wurde. Folglich kann durch 
das rekombinante Adenovirus Ad-mlcLuc eine Herzmuskel-spezifische Genexpression 
gewBhrleistel werden. Die Hettmuskel-spezifische Expression von Ad-mlcLuc wurde dutch 
die Ergebnisse der Injektion der rekombinanten Viren in den Oberschenkelmuskel der 
neonatalen Ratten bestStigt. Wabrend Ad-mlcLuc und Ad-Luc vergleichbar niedrige 



Adenovirus AdShK beispielsweise eine starke Expression des Drosophila Shaker 

Kaliumkanals in der Leber. Wie die Authoren mitteilten, kflnnte dies phanotypisch insofem 

erheblichc K nsequenzen haben, als das Membranpotential der Hepatozyten fur die zellulare 

Aufnahme von Gallensauren verantwortlich ist (37). Durch den Einsatz des neuen I 

aden viralen Vektors Ad-mlcLuc. der eine Heirzmuskel-srczifische Genexpresion 

ermoglicht. kfinnten derartige Nebenwlitoge^^^gggg^g^^^^^^^^^v,; 



wefden. ^ , 

Da der rekombinante Adenovirus Ad-mlcLud ein.Vektor exsfF Generation 1st, ist die 




Genexpression zeitlich auf einige Wochcni b3grefi2L Dfetf k8nn* to:raancheft Fallen 
vorteilhaft sein f in anderen Ffillen ware jedtjclf meghcheww eiiy?r «toS» anhaltcnde 
Expression wtlnschenswert Die derzeit noch begrenzte Dauer der Expression des Transgens 
kttnnte kiinftig durch die Hefstellung adenoviraler Vektoren der zweiten und dritten 
Generation iiberwunden werden. Eine {Combination aus dem gewebespezifischen mlc-2v 
Promotors und adenoviralen Vektoren der zweiten und dritten Generation kttnnte zu 
rekombinanten Adenoviren fuhren, die eine lang anhaltende und HerzmuskeNspezifische 
Genexpression erlauben und sich so zur Therapie von Herzmuskelerkrankungen, wie der 
diladven oder hypertrophen Kardiomyopathie eignen- 

Material und Methoden 

Konstfuktion der rekombinanten Plasmide p Ad-Luc, pAd-rsvLuc und pAd-mlcLuc 

Die Plasmide pAd-Luc, pAd-rsvLuc und pAd-mlcLuc sind Derivate des Plasmids pAd.RS V- 
flgal, in dem die BamHI-Kpnl RSV-Bgal („Rous Sarcoma Virus^-Prornotpr und fl- 
Galaktosidase Reportergen)-Kassette gegen die Lucifcrase cDNA mit ihrem endogenen 
Polyadcnylieningssignal ausgetauscht ist (15), Hierfiir wurde das Hindm/Kpnl Fragment des 
.Plasmids pSVOAL 5\ welches fUr das Luciferasegen kodiert, in die Hindm/Kpnl 
" r lonieningsschnittstellen des Vektors pBluescriptSK (Stratagene) subklonieri und dadurch 
is Plasmid pBluescript-Luc erzeugt (27). Das BamHI/Kpnl Luclferase Fragment des 
dubklons pBluescript-Luc wurde anschliefiend in die BamHI/Kpnl Schnittsteilen des 
Plasmids pAd- RSV-flgal kloniert und dadurch das Plasmid pAd-Luc erzeugt Fur die 
Klonierung des Plasmids pAd-rsvLuc wurde das Bamffl/Hindin RSV-Fragment (587 bp) des 
Plasmids pAdRS V-flgal in die BamHl/Hifldlll Schnittsteilen des Subklons pBluescript-Luc 
kloniert und dadurch das Plasmid pBluescript-rsvLuc erzeugt AnschlieBend wurde das 
BamHI/Kpnl RSV-Luciferase-Ffagment des Plasmids pBluescript-rsvLuc in; die 
BamHI/Kpnl Schnittsteilen von pAd.RSV-8gal kloniert und dadurch das PlasmidpAd- 
rsvLuc erzeugt. Filr die Herstellung des Plasmids pAd-mlcLuc wurde das BamHtyKpnlmlc- 
Luciferase-Fragment (ca. 0.8 kb „myosin light chain"-2v-Promotor und 1.5 kb 
Luciferasegen) aus Plasmid pMLCL 5" direkt in die BamHI/Kpnl Schnittstelleji des 
Plasmids pAd-RSVBgal kloniert (30). 

Konstruktlon der rekombinanten Adenoviren 

Die rekombinanten Adenoviren wurden durch homology Rekombination zwischer den 
Plasmiden p Ad-Luc, pAd-rsvLuc und pAd-mlcLuc und der genomischen DNA von 
denovirus del324 (Ad5) in 293-Zellen erzeugt (15, 26). Am Tag vor der Transfection 
urden 2 x 10* 293-Zellen in eine kleine Zellkulturschale ausplattiert. FUnf fig des g ofien 
Qal-Fragments der genomischen DNA von Addel324 wurden zusammen mit 5 jig der Aatll 
linearisierten Plasmide pAdLuc, pAdrsvLuc und pAdmlcLuc nach der Kalziumphos )hat- 
methode in 293-Zellen kotransfiziert Nach Cberschichten mit Weichagar (1 % SeaP aque 
Agarose, Ix MEM, 2 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 0.1 ug/ml Streptomycin, 2 mM L- 
Glutamin) und 8-10 Tagen Intubation bei 37*C und 5 % C0 2 wurden virale Plcques 
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xnlcLuc das Transgen exprimiert (18, 30). Die spezifische Genexaression durch Ad-xn cLuc 
wurde in neonatalen Kardiomyozyten in vitro und im Herzmuskel in vivo gezeigt 
Mil der Negativkontrolle Ad-Luc wurde nach identischen Injektionsbedlngungen die hi chste 
LuciferaseaktivitSt in neonatalen Kardiomyozyten bestimmt; diese war achtmal hOher als in 
H9c2 Zellen, 2wanzigmal hOher als in HeLa zellen und siebenmal hfiher als in A 10 Z ellen. 
Diese habere LuciferaseaktivitSt in neonatalen Kardiomyozyten kttnnte durch die bjssere 
Infizierbarkeit dieser Zellen durch die Adenoviien erklSrt werden. 
Die Injektion der rekomblnartten AdettOviren Ad-Luc, Ad-mlcLuc und Ad-rsvLuc 
Herzkammer der neonatalen Ratten zeigte die Herzmuskel-spezifische Genexpressioi von 
Ad-mlcLuc in vivo. Im Herzmuskel Ad-mlcLuc infizierter Tiere wurde eine 17-fach h ihere 
LuciferaseaktivitSt bestimmt als fiir die Negativkontrolle Ad-Lue. Im Vergleich zi Ad- 
rsvLuc erreichte Ad-mlcLuc 9 % der LuciferaseaktivitSt im Herzmuskel. Damit sin i die 
relativen LuciferaseaktivitSten der Viren in neonatalen Kardiomyozyten in vitro ui d im 
neonatalen Herzen in vivo sehr gut vergleichbar. In den 1 1 weiteren untersuchten Gev eben 
(Interkostalmuskel, Thymus, Lunge, Diaphragma, Bauchmuskel, Leber, Magen, Milz, Niere, 
^ehim, Quadriceps femoris) lag die LuciferaseaktivitSt nach Injektion von Ad-mlcLuc nicht 
er der nach Injektion der promotorlosen Kontrolle Ad-Luc. Anzumerken ist, dafi in 3erz, 
>iaphragma und Interkostalmuskel nach Injektion von Ad-Luc eine geiinge 
LuciferaseaktivitSt nachweisbar war. Diese BasisaktivitSt kttnnte mttglicherweise auf einer 
kryptischen PromotoraktivitSt viraler DNA-Sequenzen beruhen. 

Im Gegensatz zu Ad-mlcLuc konnte nach Injektion von Ad-rsvLue in Interkostalmi skel, 
Thymus, Lunge und Diaphragma eine hohe Luciferaseexpression nachgewiesen werder . Die 
Luciferaseexpression in dicsen Geweben wurde auch nach intrakavitSrer Injektion sines- 
adcnoviralen Vektors beobachtet, bei dem der Cytomegalievirus (CMV)-Promoto r die 
Luciferaseexpression antreibt (16). 

Um ein zusStzliches Kriterium fiir die SpezifitSt der Luciferaseexpression zu bekommen, 
wurde die PrSsenz der adenoviralen DNA in den verschiedenen Geweben durch ?CR 
bestimmt. Die adenovirale DNA wurde nach intrakavitSrer Injektion der Viren im 
Interkostalmuskel, Herzen, Thymus, in der Lunge, im Diaphragma und in der Leber 
nachgewiesen. Mlt Ausnahme der Leber sind dies dieselben Gewebe, in denen auc i die 
Luciferaseexpression nach Injektion von Ad-rsvLuc nachgewiesen wurde. Die Abwese iheit 
der LuciferaseaktivitSt in der Leber, trotz des Nachweises adcnoviraler DNA in di>sem 
Gewebe, konnte an der geringeren R$V- PromotoraktivitSt in der Leber liegen. Im transf enen 
Mausmodell wurde gezeigt, dafi der RSV-Promotor in der Leber weitgehend inaktiv ist 20). 
Damit korreliert die durch PCR nachweisbare adenovirale DNA sehr gut mil der 
r uciferaseaktivitSt in Ad-rsvLuc injizierten Tieren. Im Gegensatz zu Ad-rsvLuc blieb in- Ad- 
cLuc injizierten Tier die^ LuciferaseaktivitSt auf das Hcrz beschrttnkt, obwoh die 
anovirale DNA deutlich in anderen Geweben nachgewiesen wurde. Folglich kann c urch 
aas rekombinante Adenovirus Ad-mlcLuc eine Herzmuskel-spezifische Genexpres sion 
gewShrleistet werden. Die Hertmuskei-spczifische Expression von Ad-mlcLuc wurde c arch 
die Ergebnisse der Injektion der rekombinanten Viren in den Oberschenkelxnuske der 
neonatalen Ratten bestStigt. WShrend Ad-mlcLuc und Ad-Luc vergleichbar niecrige 
LuciferaseaktivitSten zeizten, nachdem sie direkt in den Oberschenkel der neonatalen I Latte 
injiziert wurden, war Ad-rsvLuo sehr stark aktiv. Ad-Luc und Ad-mlcLuc erreichte i im 
injizierten Skelettmuskel lediglich 0.05 % der LuciferaseaktivitSt von Ad-rsvLuc, 
Die F&higkeit, die rekombinante Genexpression so zu programmicren, dafi sie auf das 
Myokard beschrSnkt bleibt, kdnnte fiir die Therapie kardiovaskulHrer Erkrankungen nflt dich 
!fin : So k5nnte beispielswcise bei Patienten mit X-chromosomaler Kardiomyopathie au • der 
Basis cines defekten Dystrophinproteins die Expression des Dystrophingens im Herzmt skel 
zu einer signifikanten Verbesserung der Kardiomyopathie fuhren (3). In frtiheren Versu ;hen 
mit adenoviralen Vektoren konnte keine auf Kardiomyozyten beschrSnktc Genexpres sion 
gewShrleistet werden (4 t 16, 17). Nach Applikation der Adenoviren wurde die Expieasior d s 
Transgens in verschiedenen Nicht-Kardiomyozyt n beobachtet. Nebenwirkungen aufg wid 
einer unerwiinschten Expression des Transgens in Nicht-Ziel zellen fUhren zu begrttm &ten 
Sicnerheitsbedcnken. S verursachte die intrakardiale Injektion dei rekombina itcn 
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«u«««m« und »»f 293-ata .Wolf LSi^ n A?toen i»U« < Sffih^^ i 

8f. 1° * ^ v/v > Gly ^ ol, H 2 i^T S S6S? Adenoi?en Surde der „Plaque AW« 
Bestimmung der Titer der P^F^™? n 5 > 6 Tr i e rekombinanten Adenoviren hatter 
Verwendung von 293-ZcUen durchgefuhrt (15). AgJf^gjJJ viralen Starrnnlbs _ 
iSeTvon c&a 10" ^^^^^Sl^S^SmS die korrektc Integrate* 
wurde isoliert und rn» ^^^^Z^^ln^^M^n mittels PCR auf den 

nachweisbar war (38). 

InfekUon von Zellen In Gewebekultur (i/» vitro) 
M m *re -natale Ra^n^ 

a?M^ ftJffiSSE 
Kalberserum (FCS), 100 U/ml Pf™"^'^?? t^lO^Sb praparierte neon wale 
kultiyiert. Einen Tag vor der euWie^n ilUnien H9c2. AlO und Hel.a in 

T^plTaX^ 



mal wiedctholt. 



Ludferase-Bestimmung 



Swttlf 
auchmisket, 
tot art im 
200 jal 
7.8) 



^ n i ft? w?SaS 'vfvc TsSSen burden die Ratten 5 Tage nacb Iiyektion dekapioert. 

Gewebe in nicht-lnfizierten Ticren emuttelt wurde. 
In vivo Injektionen In die Herzkammef und den Oberschenkelmuskel 
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Allelnjekti nen wuiden an spezirisch pathogtn/reiep.2-3 Tige.aiten SnftLutlDawley fatten 
(CRWiga, Sulzfeld) durchgeftthrt. Vor den Injektlonen wurden die neonatalen Ratten dutch 
3-5 min Inhalation mit Methoxyfluran (Metofane, Jann=ssen GmbH) narkotisiert. 2 x 10* 
„plaquc forming units" (p.f.u.) der rekombinanten Adenoviren Ad-Luc, Ad-rsvLuc w d Ad- 
rnlcLuc wurden in einem Volumen von 20 yl mittels einer Tuberkulinspritze (27,5 i auge) 
injiziert. Die Injektion erfolgte durch direkte Punktion der Herzkammer durch den Bru ;tkorb 
lateral im 4. Interkostalraum. Durch Aspiration von Herzblut wurde sichergestellt, d iB die 
Nadelspitze intrakavitSr positioniert war. Eine langsame Injektion der Viren (20 u/min) 
wurde durch einen selbstkonstruierten Aufsatz fllr Tuberkulinspritzen erreicht. Die Inji tktion 
der rekombinanten Adenoviren in Quadriceps femoris wurde entsprechend duichgeftthn . 
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PolymerasekettenreaJction (PCR) 

Parallel zu den Luciferase-Bcstimmungcn wurde genomische DNA aus den Sedimentrn 
Gewebehomogenate der mit Adenoviren infizierten neonatalen Ratten unter Vexwendur g 
QIAamp Tissue Kit (Fa. Quiagen, Hilden) nach HersteUerangaben extrahiert Jeweils 
der rmt Ad-Luc, Ad-rsv-Luc und Ad-mlcLuc infizierten Tiere wurden au 
Gewebeverteitung der injizierten Viren durch die PCR zum Nachweis der adenoviralen 
untersucht wie von Zhang et al. 1995 beschrieben, mit geringen Abweichungen 
^mhundert ng genomische DNA wurde als Probe zusammen ffiit 40 ng der Oligonukl&u 
1B-1 und E2B-2 und 1.25 U Taq Polymerase von Proraega in einem Reaktionsvolume i 
j Ml emgesetzt (38). Gelelektrophorese des spezifischen PCR Produktes ergab eine 
Bande. 

Die Sensitivity der PCR wurde in Vorversuchen bcstimmt Hier wurden 100 ng gea« 
DNA einer mcht infizierten Ratte mit abnehmenden Mengen Addel324 DNA gcmischt u™ 
einer Polymerasekettenreaktion als Probe eingesetzt Um die Sensitivitat des Nachweisc s 
PCR zu erhahen, wurden die PCR Produkte ftuf eine GeneScreenPlus Nylonmembran 
Boston, Massachusets) durch KapiUarblot transferiert und anschlieflend durch Souths 
Hybndisierung nachgewiesen (40). Als Sonde wurde das durch PCR amplif; 
adenovirale 860 bp DNA-Fragment der Positivkomrolle eingesettt Das PCR-Produkt 
aus dem Gel gereinlgt und durch ..random hexanucleotide prime" mit a P radioaktiv 
und als Probe fUr die Hybndisierung verwendet (40). Die Sensitivitat des PCR- 
konnte auf diese Weise um den Faktor 10 bis 100 verbessert werden. 
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O-Galaktosidase-Bestimmung 

_Die Herzcn neonataler Ratten wurden in N 2 gekiihltem Isopentan eingefroren und bci - u-v, 

afSJ?* 5 ?m^ eWe ^ }*p.C.T. (? 5SUe Te k Milcs - USA > Einfriennetium 

geoettet und 10 jpm Gewebeschmtte mit einem Kryostat (Frigocut 2800 E. Leica) 
--jgefertigt Anschlieflend wurden die Schnitte 10 min in UJsung A fixiert (PBS. 0.2 % 
Glutaraldehyd. 5 mM EDTA. 2 mM M g a 2 ), 3 x 10 min mit UJsung B gewaschen (PBS, v .ui 

vih^VSrT? * hoU ^2 02 <2W Nonl i ct P40 ' 3 *** BDTA « 2 «** MgCL) und Iber 
fwrSw ^t?T S P sejrbt (Lflsung B + 1 mg/ml X-Gal. 5 mM K 3 Fc(c36 <( 5nM 
K 4 Fe(Op ,). AnschheBend wurde einmal mit Lasung I und einmal mit destiUieitcm Wa sser 
for 10 min gewaschen. Eine schwache GegenfHrbung mit HSmatoxylin und Eosin, sowie das 
tJenyaneren und Eiobetten der Proben erfolgte nach Standardprotokollen (41) 
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Abbildung 1: Replikationsdefiziente rekornbmante Adenoviren wurdcn *irch 
Rekombination in 293-Zellen erzeugt. Die erhaltenen Viren stammen vom Adeno 
dd324 ab. wobei das Luciferasegen in die ehemalige El-Region Women ► wurde 
Expression des Luciferasegens wird c^tweder durch keinen Promotor 
Luc/Neeativkontrolle) (a), den rsv Promotor (Ad-nvLuc/Posinvkonm>Ue) (b). oder den 

Repeats", - Verpackungssequenz, rsv ~ „Rous Sarkoma Virus , mlc-2 = ..myosin 
chain"-2v Promotor). 
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AbbJIdung Luciferaaeaktiviutt in 
12 verschiedenen Geweban na >h 
Injektion der rekcmbinant *n 
Adenoviral Ad-Luc, . Ad»r*vLuc tnd 
Ad-mlcLuc 2 x 10* p.fiu. in eioi rn 
Volumen von 20 |xl wurden In < ie 
Herzkammer neonataler Rattm 
iAjlxicrt. Die Gcwebo wurden ft if 
Tago nach dor Injektion analytic*. 
Die Lucifcraseaktivitttt w -d 
angegeben (n „Relativ Light Un t* 
(RLUV^ng Gewebe (Naflgewicht), E i« 
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Abbildung3 : Histologiseher Nachweis der p-Calaktosidaseaktivltti im Myokard 5 Tag* nach intrakavitfarer 
rnjektion des Adenovirus Ad.RSV0ga!. (A) Fot gr&fle eines histologischen Schnittes durch den A pex 
(Injektionsstelle). (B) F tografie eines histologischen Schnittes durch den llnken Ventrikel. Blauffcrbing 
reprasenilert 0-Galakiosidaseaktivitat. Der Balken enwpricht 100 urn. 
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Abbildung 4 : Nachweis dcr adenovlralen DNA in 12 verschledcnen Gcwebcn nach tatrakavi' 
Injektion der rekomoinanten Adenoviren Ad-Luc, Ad*rsvLuc und Ad-ffllcLuc. (A) Daa Agaro^gel 
(2A%) zaigt das sperifische 860 bp PCR Produkt, das dureh Amplifikaiton von abnahmcndan 
Addel324 DNA erzeugt wurdc AIs Probe wurdcn 100 ng genoraische DNA der Ratte gemlichi 
Addd324 DNA aingesetzt: 10 pg (Spur 1); I pg (Spur 2), 100 fg (Spur 3); 10 fg (Spur 4); I fg (Spu > 
0.1 fg (Spur 6); keina viral* DNA (Spur 7). M-DNA-Markcr (100 bp Leitar). (B) Daa Agaro^gel 
(2.4%) zelgt daa 860 bp PCR-Produkt, ampllflxlert aui 100 ng genomlacher DNA, wdoha aus 
angegebcnen Oeweban nach intrakaviuirer Iitfektioa von Ad-Luc (oben), Ad-nvLuc (mitte) und 
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Tabellc 1 : Luciferaseaktivit&t im Quadriceps f. fllnf Tage nach Iiyektion von 2x10* p.f.u. (2b 
rekombinanten Adenovirdrt Ad-Luc, Ad-rsvLuc und Ad-mlcLuc in den OberschenkeJ neonatalfr 
Angcgeben werden die Mittelwene fdr vicr Versuchstiere ± Sttndardabweichung. 
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Abbildung 4 ; Nachweis der adenovirals DNA in 12 verschiedenen Geweben nach imrakavitier 
Injektion der rekomainanten Adenoviren Ad-Luc, Ad-rsvLuc und Ad-mlcLuc. (A) Das Agarose Eel 
(2,4%) zeigt das speziffcche S<50 bp PCR Produkt, das durch Amplication von abnehmenden Men* en 
Addel324 DNA erzeugt wurdc. AIs Probe wurden 100 ng genomische DNA der Rune gemiicht j nit 
AddeJ324 DNA eingesetzt: 10 pg (Spur 1); 1 pg (Spur 2), 100 fg (Spur 3); 10 fg (Spur 4); 1 fg (Spur 
0.1 fg (Spur 6); koine virale DNA (Spur 7). M-DNA-Maricer (100 bp Leiter). (fi) Da* Agarose ;ei 
(2,4%) zeigt das S60 bp PCR-Produkt, ampllfaiert aus 100 ng genomiacher DNA, welch# aus c en 
angegebenen Geweben nach inirakavitarer Injektion von Ad-Luc (ob*n), Ad-rsvLuo (mitte) und / d- 
mlcLuc (unten) isoiie* worden war. Bin PCR Ansatz mil 100 ng genomlscher DNA der Rasa gemis< ht 
mit 1 pg Adde!324 DNA dfente als Positivkontrolle, ein Ansatz ohnc Addel324 DNA Js 
NegativkontroIIe. (C) Southern Blot-Analyse dea Ad-mJcLuc inflzlerten Tleres in (B>. Als Sonde wur it 
das P-marklette 860 bp PCR Produkt aus einem Kontrollansatz venvendet 
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le. Die Kionierung dcs mlc-2/Luciferase Fusionskonstxukt wurde \vie 
folgt durchgeftlhrt: Das Plasmid pAd-mlcLuc isi ein Derivat des Plasiriids pAd- 
RSVpgal (Stratford Perricaudet, 1992), Urn Plasmid pAd-mlcLuc zu erzeu|;en, wurde 
das BamHJ/Kpnl mlc-Lucifcrase-Fragment (ca. 0.8 kb „myosin light fchain"-2v- 
Promotor imd 1 .8 kb Luciferasegen) aus Plasmid pMLCLAS' (Henderson, 1*89) direkt 
in die BamHI/Kpttl Schi)fots%z\\en des Plasmids pAd-RSVpgaJ kloniert. In Apbildung 1 
wird das Plasmid schematise!! dargestellt. 



MtmHl 



An am' 




Abbildung 1: Schematise Darsteilung des koxutruiertea Plasmids pAd-mlcLuc (8.5 
Restriktlonfiftchnittstellen fUr BamHI, Kpnl und HindJU Bind eingezeichnet (ITR - ^Inverted Termini! 
y = Verpackungssequenz; nilc-2 * „royosin light chaln u -2v-Promotor; Ad 9.4-18 m.u. - adenovirus 
von 9.4 bis 1 8 map units von Adenovirus Typ 5; ori/ampR - »,origin of replication" / Ampicillin< 
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1. Es wurde riehtig angemerkt, dafl aus den Literaturstellen D 
herzmuskelspezifische Genexpression des mlc-2-Promotors hervorgs 
herzmuskelspezifische Genexpression wurde jedoch nur in 
Transfektionsexperimenten mit Plasmidvektoien und fiir transgene Ticre 
nicht fur adenovirale Vektoren. Bos jUi^ uUtypopuifiMher Promo 
C.u.-cl3o:pcrifitflt in adenoviralen Vektoren behitrc 1st prlnzipiell nicht 
Da der ElA-Enhancer in den rekombinanten Adenoviren noch 
tlberlappt mit der Verpackungssequenz \|/ und kann daher niche deletie: 
(Lit).) kann es zu Intcrferenzen mit dem eingefugten Promotor-Enhancer 
der Literaturstelle D4 wird unter anderem der herzmuskelspezifische cTNC 
genannt um ihn fur einen herzmuskelspcziflschen Gentiansfer einzusetztcn 
die GewebespezifitSt von cTNC noch von einem anderen 
Promotor konnte bisher im adenoviralen Shuttle- Vektor-Systera 
werden. Der von uns untersuchte mlc-2 Promotor ist bisher der einzige 
den eine herzmuskelspezifische Genexpression in einem adenoviralen 
wurde. Das die Wahl eifles gewebespezifischen Promoters 
gewebespezifischen Gentransfer durch adenovirale Vektoren nicht trivial i 
bci hinrcichender Suche gefunden werden kann, soli an zwei Beispielen 
werden. 
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Beispiel 1: Der glatte Muskulatur spezifische smmhc-Promotor ist inaktiv im 
Shutde-Vektor-Systcm. 



ICallmeier et al. (1995) konnte zetgen, daft der 1225 bp „smooth muscle myosin heff y chain"- 
smmhc-Promotor des Kanninchens in glatten Muskelzellen spezifisch aktiv war. Im Verglcich 
zu einer promotorlosen Negativkontrolie erreichte der 1225 bp smmhc-Promotor eh 1 te 18-fach 
tlber dem Himergrund liegende Luciferaseaktivitat. Vor kurzem konnt in unserer C ruppe die 
Spezifitat der Genexpression auch in fransgenen Mausen gezeigt werden. Im ad no viral en 
Vektorsystem konnten wir fur den 1225 bp smmhc-Promotor in glatten Muskelze lien kcinc 
spezifische Aktivitat r.achweisen. In Abbildung 2 werden die Erg bnisse der I ifektionen 
gezeigt. Die Luciferaseaktivitat wurde in neonatalen Kardiomyozytcn. neonatal « glatten 
Gcfaflrnuskelzcllen und adulten glatten Gefafimuskelzellen nach Infckticn mit Ax^Luc, AJ 
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rsvLuc, Ad-mlcLuc und Ad-smmhcLuc bestlmmt. Die Inflection 
Standardbedingungen mit einer ^multiplicity of infection" von 10. 48 h nach del 
wurde die Luciferaseaktivitat in den Zellen bestimmt In Lysaten Ad-rsvLuc 
neonataler Kardiomyozyten \vurde die hOchste Luciferaseaktivitat (RLU/jxj 
gemessen. Sie betrug 300-900 mal mehr als in Lysaten glatter GeftJJmuskelzellen 
1). Die Luciferaseaktivit&t der promotorlosen Negativkontrolle Ad-Luc war in | 
Kardiomyozyten 12-45 mal hoher als in adulten und nednatalen glatten 
(Abblldung 1). Die Luciferaseaktivitfit Ad-smmhcLuc inftzierter neonataler und adu 
Gefafimuskelzellen war 3-4 mal geringer, als die der promotorlosen Kontrolle Ad 
ist Ad-smmhcLuc in glatten GeftBmuskelzellen inaktiv. In neonatalen 
die Luciferaseaktivitat von Ad-mlcLuc 21 mal hoher, als die von Ad-Luc und 129 
als die von Ad-smmhcLuc. Hingegen war in neonatalen und adulten 
Ge&Bmuskelzellen, die durch Ad-mlcLuc induzierte Luciferaseaktivitat 3-4 mal 
die von Ad-Luc und 2 mal geringer, als die von Ad-smmhcLuc. Damit ist 
spezifisch in neonatalen Kardiomyozyten aktiv und erreicht im Vergleich zu Ad-: 
der in neonatalen Kardiomyozyten induzierten Luciferaseaktivitat. Es wurde gezei 
mlc-2 Promoter in nenon atlaen Kardiomyozyten aktiv ist, warijepd die erwartete Ak 
smmhc-Promotors in neonatalen und adulten glatten Muskelzellen ausblieb 
Die erzielten Ergenisse fur den smmhc-Promotor wurden bisher nicht ven 
haupts&chlich da es sich urn M negativ" Ergebnisse handelte. Es ist anzunehxnen, 
mehrere muskelspezifische Promotoren in Adenoviren getestet wurden und wegen 
Nachwcises der spezifischen Expression nicht veroffentlicht wurden. So 
Demonstration der herzmuskelspezifischen Genexpression durch den cTNC 
die glatte Muskulatur spezifische GenexpressiOn durch den Endothelin-Promotor 
ebenfalls noch aus. Es erscheint uns daher nicht trivial einen gewebespezifischen 
charakterisieren, der fiir einen muskelspezifischen, im vorliegenden 
herzmukelspezifischen Gentransfer brauchbar ist. Daher halten wir den 
herzmuskelspezifischen Genexpression durch den mlc-2-Promotor im adenoviraler 
Vektor-System ftlr eine erfinderische Tfltigkeit. 
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Abblldung 2: Oeroessene Luciftrascs ktivitJlten 
(..Relative Light Unte M (RLUVug Pronin) nach 
InfektioA von adulten glatten Geftftmui kelzellen 
nconataien glatten GefKfiTTiuskelzellph 
neonataJen Kardiomyozyten der Rarte 
rekombinanten Adcnovircn Ad-Luc, / 
Ad-mlcLuc und Ad-ammhcLuc 
LuelferaseaktivitJtt wurde 4t h nach der 
(m.o.i. 10) bestimmt. Jede Stulo stehi 
MStUlwert aus vtcr Experimental Dei 4 
Balken gibt dio Standardabwcich\ *ig 
Mittelwcrtea an. Beachte deo vertnderteij 
fUr neonatale Kardlomyozyten. 
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Bcispiel 2: Der amhc-Promotor ist nur unzureichend herzmuskelspezifisch im adenoviralen 
Vektorsystem. ! 

In einem zweiten Beispiel soli die herausragendc SpezifitSt des itilc-2 Promoters veijdeutlicht 
werden. HierfUr konstruierten wir cinen rekombinanten Adenovirus (Ad-mhcLuc) be I dem der 
/ddS bp amho Promoter der Ratte die Expression des Luciferasereportergens komrc jliene. In 
Abbildung 3 a,b sind die Ergebnisse der Injektion des rekombinanten Adenovirus M-mhcLuc 
und Ad-mlcLuc in die Herzkammer von neonatalen Ratten dargestellt. Nach mtrjkavitarer 
Injektion von ca. 2 x 10 9 plaque forming units (Plaquebildende Einheiten) des rekor ijbinanten 
Adenovirus Ad-mhcLuc (3a) und Ad-mlcLuc (3b) in die linke Hauptkammer konnte jfilr beide 
Viren die hochste Luciferaseakivitat im Herzen nachgewiesen werden. Festzustelleiji ist, daO 
Ad-mlcLuc 3-4 mal aktiver im Herzen war als Ad-mhcLuc. In alien aderen Gewebe n war die 
durch Ad-mhcLuc induzierte Luciferaseaktivitat hoher als die von Ad-mlcLuc. In Abbildung 
3c wird das Verhaltnis der Luciferaseaktivitaten von Ad-mhcLuc und Ad-mlcLuc dargestellt. 
Es wird deutlich, dafl Ad-mhcLuc in der Niere, Milz, Leber, Diaphragma, Ljnge und. 
Intercostalmuskel 2-10 fach aktiver ist als Ad-mlcLuc. Damit ist gezeigt, dafl d<|r mlc-2- 
Piomotor im adenoviralen Vektorsystem die Expression der Luciferase wesentlich s tarkcr auf 
das Herz beschrankt als der omhc-Promotor. ZusStzlich ist der mlc-2-Promotor i[n Herzen 
wesentlich aktiver als der amhc-Promotor. 
Da der mlc-2-Promotor bisher als einziger Promotor im adenoviralen Shuttle- Vekt >r-System 
speziflsch ein Fremdgen im Herzen expr*mieren kann, wolien wir dies als uber rjichenden 
Vorteil gegenuber dem Stand der Technik geltend machen. 
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AbbUdung 3:: DargesUlIt wird die gfJiielte I.uciferaseaktivita* (RLU/mg Gewebe) nach intrmkiviUUr >r 
von ca. 2 x 10 9 plaque forming units (Plaqucbildcnde Einheit) dea rekombinanten Aden virus Ad- 1 - 1 
und Ad-mlcLuc (b) in die llnke Hauptkamrner neonataler Ratten. Beide Viren zeigen 
Luciferaaeakivitat im Herzcn. Ad-mlcLuc 1st 3-4 mal aktlver tm Herzan ajs Ad-mheLue. In (e) wird 
Luciferaaeaktivitat von Ad-mhcLuc in den verschiedenen Qeweben zu der LuciferaBealctrvitit von 
Ins Verhaltais gesetzt Es wird deutiich, daB Ad-rahcLuc in der Mere, Mil* Leber. Diaphragma, 
Intcrc stalmuskel 2-10 fach aktiver 1st als Ad-mlcLuc (• - RLU von Ad-mhcLuc m kleuwr al» 
Gewebe und wir daher nlcht fUr die Aus warning berfickslchtigt)* 
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ffl7)2 to Patent von Leiden und Barr (D4) wird die Verwendung eines Her^nuskei- 
speziflschen Promoters fUr ein» * P ezifisch* Genexpression im Herzen verge schlagen. 
Erne Genexpression die im Herzen auf den Ventrikel beschrankt bleibt wuj- - ™ 
nicht genannt. Vor kurzern konnten wir zeigen, daft durch die Verwendung 
Promoters erne Ventrikel-spezifische Genexpression nach adenoviral G ^transfer 
durch Ad-mlct^ erzielt werden kann (Abbildung 4). Nach Injection der 
rekombinanten Adenoviren Ad-^Luc, Ad-mlcLuc, Ad-mhcLuc und Ad-L*c vvurde 
»t Ad^cLutein; auf den Ventrikel beschraakte Genexpression best. f m t. Dm 
Verhaltnis der Lucifexaseaktivitat von Ad-mlcl.uc im Ventrikel zum Atrivjm betrug 
ca 30, wahrend es fur alle anderen Vircn 1-2 betrug (s. Abbildung 4). Ei -* J ~ 
Ventrikel eingeschrankter Gcmnifer ist von groflem Nutzen. So ist es tfcoret.sch 
moglich. mit therapeutischen Genen gezielt die Kontraktionskraft des Vertacls zu 
steigern. Dies hat aus hamodynamischen Gesichtspunkten eir* Rhhe von 

Vorteilen Damit verfugt das Adenovirus Ad-mlcLuc tiber eiue ifcihe- von 

Vorteilen gegenuber dem in D4 beanspruchten Verfahren. Aus diesem OrUnd halten 
wir die Etabiierung unseres Vektorsystems fiir einen erfinderische Tfttigkeit j 
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Genshuttle auf der Basis ein r Lipofektion 

. Vektor-Systera nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, 
daft als therapeutisches Gen die cDNA eines Gens verwendet 
wird, das bei der zu behandelnden Krankheit qualitativ pder 
quantitativ verandert ist. 

^3^' Vektorsystem nach Anspruch 1-7, dadurch gekennzeichnet 1 daft 
der ventrikulare MLC-2-Promotor als Fusionskonstrukt ait 
Lucif erase eingesetzt wird. 

A^{4< Vektorsystem nach Anspruch 1-8, dadurch gekennzeichnet ' daft 
das MLC2/Luciferase-Fusionskonstrukt durch Klonierung 1 des 
BamHI/Kpnl MLC-Luciferase-Fragments(ca. 0,8 Kb "myosin light 
chain»-2v-Promotor und 1,8 Kb Lucif erasegen) aus Plasmid pMLCL 
5' direkt in die BamHI/KpnI-Schnittstellen des Plasnids : pAd- 
RSVftgal-erhalten wird. 

Vektor-System nach Anspruch 1-9, dadurch gekennaeichnet, 
daft Teile Oder Varianten des MLC-2-Promotors eingesetzt [ 
werden. 

i 

Verfahren zur Herstellung dee Vektor-Systems nach Anspruch 
1-10, dadurch gekennzeichnet, daft in einem adenoviralen 
Vektor di Ei-Genregion oder ein and re Region durch in 
therap utisches Gen mit dem MLC-2-Prorootor ersetzt wir4. 




